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略語 英語 日本語 
ADPKD Autosomal Dominant Polycystic 
Kidney Disease 
常染色体優性多発性嚢胞腎 
ANOVA Analysis Of Variance 分散分析 
AQP2 Aquaporin 2 アクアポリン 2 
ARB Angiotensin II Receptor Blocker アンジオテンシン II 受容体
拮抗薬 
cAMP Cyclic Adenosine Monophosphate 環状アデノシン一リン酸 
Ccnd1 Cyclin D1 サイクリン D1 
cDNA Complementary Deoxyribonucleic 
Acid 
相補的デオキシリボ核酸 
CMC Carboxymethyl cellulose カルボキシメチルセルロー
ス 




ESRD End Stage Renal Disease 末期腎不全 
HCTZ Hydrochlorothiazide ヒドロクロロチアジド 
Hif-1α Hypoxia Inducible Factor 1α 低酸素誘導因子 1α 
Kim1 Kidney Injury Molecule-1 腎臓損傷分子 1 
mRNA Messenger Ribonucleic Acid メッセンジャーRNA 
mTOR Mammalian Target Of Rapamycin 哺乳類ラパマイシン標的タ
ンパク質 
NCC Sodium Chloride Cotransporter 塩化ナトリウム共輸送体 
NHE Sodium–hydrogen Exchanger ナトリウム水素交換輸送体 
NOS1 Nitric Oxide Synthase 1 酸化窒素シンターゼ 1 
PCR Polymerase Chain Reaction ポリメラーゼ連鎖反応 




PKD Polycystic Kidney Disease 多発性嚢胞腎 
PRA Plasma Renin Activity 血漿レニン活性 
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Ptges2 Prostaglandin E Synthase-2 プロスタグランジン E2 合成
酵素 
QOL Quality Of Life クオリティ・オブ・ライフ 
（生活の質) 






レ ニ ン ・ ア ン ジ オ テ ン シ
ン・アルドステロン系 
Ren Renin レニン 
Rplp2 Ribosomal Protein, Lp2 リボソームタンパク質 lp2 
SEM Standard Error Of Mean 標本平均の標準誤差 
SMA Alpha Smooth Muscle Actin 平滑筋アクチンα 
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要約 






方法  雄性 PCK ラットを正常飼料（Cont）、トルバプタン投与、HCTZ 投与、お
よびトルバプタン+ HCTZ 投与の 4 つのグループに分け、8 週間飼育した。飼育第
1 週目より正常飼料もしくは 0.05%トルバプタン添加飼料を与え、飼育第 2 週目よ
り溶媒または HCTZ（80 mg/kg bw）を 1 日 1 回経口投与した。週一回、代謝ケー
ジで 24 時間尿を回収して尿量を測定した。8 週間の飼育後、血漿および尿の生化学
的検査を行い、組織を組織学的および分子生物学的に解析した。 
結果 トルバプタン投与群で 24 時間尿排泄量は有意に増加した。トルバプタン群と
比べ、トルバプタンに HCTZ を追加した群では 3 週間経った後で尿量が有意に減少
した。嚢胞サイズ、pERK タンパク質発現および Cyclin D1 mRNA 発現はトルバプ
タン群およびトルバプタン+ HCTZ 群の両者で有意に減少し、HCTZ の投与はトル
バプタンの嚢胞抑制効果に影響しなかった。免疫組織染色の結果から尿細管細胞の
アクアポリン 2 は、トルバプタン群で管腔側細胞膜から細胞内への再分布し、トル
バプタン+ HCTZ 群ではその再分布が減弱していた。また、トルバプタン+ HCTZ
群では血漿レニン活性が有意に上昇し、クレアチニンクリアランスは低下した。 
結論 PCK ラットにおいて、HCTZ はトルバプタンの嚢胞増大抑制効果に影響する
ことなくトルバプタン由来の多尿を緩和することができた。HCTZ とトルバプタン








る。常染色体優性 PKD（ADPKD）は、PKD1 遺伝子（遺伝子座 16p13.3）または
PKD2 遺伝子（遺伝子座 4q21）の変異により発症する常染色体優勢の遺伝病である
[2、3]。ADPKD は末期腎不全（ESRD）の主要な遺伝的原因であり[4,5]、欧州お
よび米国で腎代替療法を必要とする ESRD 患者の約 5～10％を占めている[6]。本






















て、このトルバプタンによる多尿も HCTZ で治療できる可能性が示唆される。 
動物実験モデルは疾患の発症や進行を解析するため、また、新規治療法をヒトに
施す前に試すために用いられる実験系である。PKD の動物実験モデルの 1 つとして
























雄性 PCK ラット（n = 42、5～7 週齢、Charles River Laboratories）を 4 つの
グループに分け、8 週間飼育した（図 1）。トルバプタンの投与にはトルバプタン添
加飼料（0.05％ Otsuka Pharmaceutical、Tokyo、Japan）を用い、対照には標準
タンパク質飼料を用いた。HCTZ（80 mg/kg /日; Sigma-Aldrich、St.Louis、
CA）は CMC（カルボキシメチルセルロース）に溶解して経口投与し、対照には
CMC を用いた。HCTZ 投与量は、人間での HCTZ 投与量[20]から、ラットとヒトの
表面積対体積比の違いに基づいた薬物の毒性と効果の用量換算式[21][22]を用いて
計算し、本実験の HCTZ 投与量を 80 mg/kg とした。グループの詳細は以下の通り
である: 
I. Cont グループ（n = 10）: 
標準タンパク質飼料、CMC 経口投与。 
II. HCTZ グループ（n = 10）: 
標準タンパク質飼料、HCTZ（80 mg/kg /日）経口投与。 
III. Tol グループ（n = 10）: 
トルバプタン添加飼料（0.05％）、CMC 経口投与。 
IV. Tol + HCTZ グループ（n = 12）: 
トルバプタン添加飼料（0.05%）、HCTZ（80 mg/kg /日）経口投与。 
ラットには飼料（処理および未処理）および水道水を自由に与え、温度
（22±2℃）と湿度（55±10%）、明暗時間（12 時間サイクル）を一定とした環境
で飼育した。実験期間中、週一回代謝ケージにて 24 時間尿収集して、24 時間の尿
排出量を測定した。血圧は tail cuff 法で測定した。8 週間後、HCTZ の経口投与の
翌日にラットを断頭にて屠殺し、頸動脈から血液を回収した。染色用の腎臓は秤量
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-80℃で保存された腎臓は Trizol（Invitrogen、Carlsbad、CA）を用いて total 
RNA を抽出した後、DNase I （Invitrogen）により混入したゲノム DNA を分解し
た。 SuperScript III First-strand Synthesis SuperMix（Life Technologies、
Carlsbad、CA、USA）を用いて cDNA を合成した後、 SYBR Premix Ex Taq II 試





びリボソームタンパク質 lp2（Rplp2）の遺伝子特異的プライマーは TaKaRa から購






した後、エタノールで親水処理した。10 mM クエン酸緩衝液（pH = 6.0）で 5 分





（Kim1）抗体（1:1250、AF3689、R＆D Systems Minneapolis、MN）抗 Aqp2
抗体（1:3000、A7310、Sigma-Aldrich）、抗低酸素誘導因子 1α（Hif-1α）抗体
（1:100、M0851、Dako Denmark）と抗平滑筋アクチンα（SMA）抗体
（1:800、NB100-105、Novus Biologicals）を使用した。 0.03％ tween-20 を含
むリン酸緩衝液（PBS）で洗浄した後、切片に Histofine Simple Stain MAX PO
（Nichirei、Tokyo、Japan）または蛍光プローブで標識された二次抗体（Alexa 
Fluor 488 もしくは Alexa Fluor 555、1:1000、Molecular probes、Eugene、 
OR）を滴下して 37℃で 30 分間インキュベートした。免疫染色は 3,3'-ジアミノベ
ンジジン（DAB、Dojindo、Kumamoto、Japan）で可視化してヘマトキシリンで
対比染色した。光学顕微鏡（DMi8;Leica、Wetzlar、Germany）を用いてスライ





顕微鏡（BZ-9000 All-in-one Fluorescence Microscope、Keyence 
Corporation）を使用して、全皮質、髄質および乳頭を含むマッソン・トリクローム
染色切片（2.0 μm）、pERK 染色切片の全スライドデジタル画像（20 倍の倍率）
を取得した。嚢胞サイズ、pERK 陽性領域の計算には ImageJ （Version 1.48v）を
用い、全ての組織形態計測分析は、グループ割り当てにブランド的に行われた。嚢
胞サイズは以下の計算式を用いて算出した[23,24]: 









い、グループ間の比較には Tukey's HSD（honestly significant difference）test
を用いた。p 値 0.05 未満を統計学的有意とした。  
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研究結果 
トルバプタンによる尿排泄に対する HCTZ の効果 
尿量はトルバプタン投与ラットで有意に増加した（図 2a）。Tol + HCTZ グルー
プでは、HCTZ 投与 3 週間後から尿量が有意に減少した（第 4 週、Tol グループ vs 
Tol + HCTZ グループ;p = 0.044、図 2a）。 8 週間後の尿量は Cont グループで
16.5±0.8mL、HCTZ グループで 18.6±1.3 mL、Tol グループで 48.2±2.6 mL、
Tol + HCTZ グループで 32.2±3.0 mL であった（図 2b）。 
先行研究[24,26]と同様に、V2 受容体アンタゴニストであるトルバプタンは PKD
の進行を阻害し、腎臓のクレアチニンクリアランスを改善した（表 1）。 
Cont グループ（1.39±0.5 mg/d）と Tol グループ（1.95±0.2 mg/d）と比べ、
HCTZ グループ（0.76±0.3 mg/d）および Tol + HCTZ グループ（0.77±0.3 
mg/d）の尿中カルシウム排泄は有意に低下していた。一方、Tol + HCTZ グループ
における血漿レニン活性（PRA）は、Cont グループ（p = 0.046）と Tol グループ
（p = 0.005）と比べて上昇していた（表 1）。また、血圧（n=4）は 8 週間の実




嚢胞サイズは、Cont グループに比べ、Tol グループおよび Tol + HCTZ グループ
で有意に減少していた（図 3a、b）。pERK 発現は主に髄質で認められ（図 3c）、
Kim-1 と pERK 抗体の二重染色ではほぼすべての Kim-1 陽性領域が pERK 陽性であ
った（図 3d）。Cont グループに比べ、Tol グループおよび Tol + HCTZ グループ
で pERK 陽性領域が有意に減少していた（図 3e）。 嚢胞サイズおよび pERK 陽性





いた（図 4a）。加えて、肝嚢胞における Tol の効果を評価するために低酸素マーカ
14 
ーである Hif-1α染色を行った。嚢胞により毛細血管が圧迫され低酸素状態となるた
め、Hif-1α陽性領域は嚢胞の大きさに一致するが、Tol グループおよび Tol + HCTZ
グループで改善を見られた（図 4b）。 
続いて、qRT-PCR により pERK の下流である細胞増殖マーカーCcnd1 に対する
トルバプタン、HCTZ の効果を検討した。図 3f に示した通り、Ccnd1 mRNA 発現
は、Tol グループおよび Tol + HCTZ グループの腎臓髄質において、Cont グループ







HCTZ の影響を検討した[31,32]。  
Aqp2 mRNA 発現は、Tol グループおよび Tol + HCTZ グループの腎皮質におい
て、Cont グループと比較して有意に減少した（図 5a）。Cont グループと HCTZ グ
ループ、または Tol グループと Tol + HCTZ グループとの間に有意差は認められな
かった。髄質での Aqp2 mRNA の発現はグループ間で有意差はなかったが（図
5b）、皮質と同じく集合管で管腔側の細胞膜から細胞内への Aqp2 の再分布が Tol




腎機能の有意な改善の他に、糸球体濾過率（GFR）に対する負の効果が Tol + 
HCTZ グループで観察された（表 1）。その原因を明らかにするため、尿細管糸球
体フィードバック[33]に着目し、本フィードバックに関連する遺伝子 Nos1、
Ptges2 および Ren mRNA 発現を検討した（図 6）。いずれの遺伝子も皮質では
mRNA 発現に有意な変化が認められなかった（図 6a、c、e）。一方、髄質では 
Ren mRNA 発現が HCTZ グループと比較して Tol + HCTZ グループで低下し、
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Nos1 と Ptges2 の mRNA 発現は Tol グループと Tol + HCTZ グループとも Cont










活性および細胞増殖が Tol 投与および Tol + HCTZ 投与の両グループで抑制され、
かつ、Tol 投与に比べ Tol+HCTZ 投与したグループで尿量が抑制された。即ち、
HCTZ は PKD に対するトルバプタンの有益な効果に影響せず、トルバプタンによる
多尿を緩和することが可能であった。本研究で検討したメカニズムを図 7 にまとめ
た。 





pERK 陽性であった。また、腎尿細管上皮細胞の不適切な増殖および分化は PKD の
嚢胞形成に繋がる[40,41]。本研究において、pERK の下流かつ細胞周期の主要な調
節因子であり細胞増殖マーカーとして用いられる Ccnd1 は、Tol グループおよび
Tol + HCTZ グループの両腎臓において遺伝子発現が有意に低下していた。即ち、























って、本研究では、HCTZ がトルバプタンによる Aqp2 調節にどのような影響を与
えるかを遺伝子レベル、タンパク質発現レベルで検討した。定量的リアルタイム
PCR から、トルバプタンを投与したグループ（Tol グループ、Tol+HCTZ グルー
プ）の腎皮質における Aqp2 mRNA 発現は、トルバプタンを投与しなかったグルー
プ（Cont グループ、HCTZ グループ）と比較して有意に減少していた。これは、他
のバソプレシン拮抗薬を用いたラット急性および慢性実験の結果と一致している









また、バソプレッシン V2 受容体拮抗薬は cAMP 系や Wnt 系を介して Aqp2 リン
酸化を抑制することにより Aqp2 の細胞膜への局在を抑制する[29]。本研究の免疫
組織化学的検討から、腎臓の皮質および髄質集合管の両者において管腔側細胞膜か
ら細胞内への Aqp2 の再分布が Tol グループで確認された（図 5d）。この細胞内へ
の再分布は Tol+HCTZ グループで一部緩和しており、トルバプタンの多尿に対し
HCTZ が有効である作用機序に Aqp2 の再分布が関与していると考えられる。 
 
GFR を介した尿量緩和メカニズム 

















タンパク質である[48,49] 。Ptges2 はプロスタグランジン E2 合成と放出、緻密斑
におけるレニン放出シグナル伝達系の重要な因子の一つである[50,51]。 
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プと Tol グループの両者とも皮質における Nos1、Ptges2 の遺伝子発現に有意な変
化は認められなかった。加えて、Ren 発現も髄質において有意に低下していたが、
皮質で有意差は認められなかった。また、Tol+HCTZ グループと Tol グループの間





本研究では Tol + HCTZ グループでクレアチニンクリアランスが低下し、PRA が
上昇していた。よって、本研究で認められた利尿剤である HCTZ の抗利尿効果は前








本実験では腎臓髄質の Nos1 および Ptges2 の遺伝子発現は、Tol+HCTZ グルー




PCK ラットはヒト ADPKD の臨床的および形態学的側面に似た表現型を示し





[4]。しかし、PCK ラットの原因遺伝子は PKHD1 で常染色体劣性遺伝であり、ヒト
ADPKD の原因遺伝子 PKD1、PKD2 とは異なる。また、本研究では雄性 PCK ラッ
トのみを用いた。PCK ラットでは肝嚢胞形成に対する感受性に性差は認められない
が、腎嚢胞形成に対する感受性は雄性 PCK ラットで雌性 PCK ラットに比して高い
[19]。また、生存期間も雌性 PCK ラットの方が⾧いと報告されている[18]。従っ
て、トルバプタンや HCTZ の嚢胞抑制効果にも性差が影響する可能性が存在する。
PKD 治療に対するトルバプタンと HCTZ の併用療法の有用性を明らかにするには、




本研究では、PCK ラットにおける PKD 治療薬としての HCTZ とトルバプタンの
併用効果を検証した。HCTZ はトルバプタンの嚢胞増大抑制効果に影響せず、水利
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図 1 本研究の動物実験プロトコル 
PCK ラットを以下の 4 グループに分けた。Cont グループ（n = 10）:標準タンパ
ク質飼料、vehicle 液経口投与。HCTZ グループ（n = 10）:標準タンパク質飼
料、HCTZ（80 mg/kg /日）経口投与。Tol グループ（n = 10）:トルバプタン添
加飼料（0.05％）、vehicle 液経口投与。Tol + HCTZ グループ（n = 12）:トル
バプタン添加飼料（0.05%）、HCTZ（80 mg/kg /日）経口投与。トルバプタン開
始を第一週とし、HCTZ グループと Tol+HCTZ グループには第 2 週目から経口で





図 2 トルバプタンと HCTZ の尿量に対する効果 
（a）各週における 24 時間尿量の変化。*;P <0.05 vs Cont グループ、†;P 
<0.05 vs HTCZ グループ、‡;P <0.05 vs Tol グループ、Tukey’s HSD test。
（b）屠殺直前（第 8 週）の各グループの 24 時間尿量。*;P <0.05 vs Cont グル
ープ、†;P <0.05 vs HTCZ グループ、‡;P <0.05 Tol グループ vs Tol+HCTZ






図 3 トルバプタンと HCTZ の嚢胞増殖、増大に対する効果 
（a）各グループの代表的なマッソン・トリクローム染色像。（b）嚢胞インデック
スの比較。（嚢胞インデックス、%）=（全嚢胞面積/総組織面積）×100。*;P 
<0.05 vs Cont グループ、†;P <0.05 vs HTCZ グループ、Tukey’s HSD test。
（c）各グループの代表的な pERK 蛍光染色像。Bar = 100 μm。（d）pERK 陽性
領域の比較。（pERK 陽性領域、%）＝（髄質のポジティブ染色面積/総髄質面積）
×100。*;P <0.05 vs Cont グループ、†;P <0.05 vs HTCZ グループ、
Tukey’s HSD test。（e）腎臓損傷分子 1（Kim-1）および pERK の二重染色像。
ほぼすべての Kim-1 陽性領域は pERK 陽性であった。Bar =100μm。（f）嚢胞が
主に位置する腎髄質におけるサイクリン D1（Ccnd1）遺伝子発現の比較。*;P 




図 4 トルバプタンと HCTZ の線維化、虚血に対する効果 
線維化マーカーである平滑筋アクチンα（αSMA）と低酸素マーカーである低酸素誘
導因子 1α（HIF-1α）の染色（10x 倍率）。（a）各グループ腎臓における代表的な
αSMA 染色像。（b）各グループの肝臓における代表的な HIF-1α 染色像。 
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図 5 トルバプタンと HCTZ の Aqp2 に対する効果 
（a、b）腎皮質（a）と髄質（b）における Aqp2 遺伝子発現。*;P <0.05 vs 
Cont グループ、Tukey’s HSD test。（c）各グループにおける代表的な Aqp2 染色
像。（d）Aqp2 染色の拡大像。Cont グループ、HCTZ グループにおいて Aqp2 は
管腔側細胞膜に多く発現していたが（実線矢印）、Tol グループでは管腔側細胞膜か
ら細胞質へ Aqp2 は再分布していた（破線矢印）。この再分布は Tol+HCTZ グルー
プでは一部緩和していた（実線矢印）。Bar = 100 μm。  
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図 6 尿細管糸球体フィードバックに関連する遺伝子の mRNA 発現 
（a、b）腎皮質（a）と髄質（b）における Nos1 遺伝子発現。*;P <0.05 vs 
Cont グループ、Tukey’s HSD test。（c、d）腎皮質（c）と髄質（d）における
Ren 遺伝子発現。†;P <0.05 vs HCTZ グループ、Tukey’s HSD test。（e、f）
腎皮質（e）と髄質（f）における Ptges2 遺伝子発現。*;P <0.05 vs Cont グルー
プ、Tukey’s HSD test。  
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図 7 HCTZ が PKD におけるトルバプタン誘導性の多尿を緩和するメカニズム 
PKD においてトルバプタンは cAMP シグナル伝達系を抑制することにより嚢胞の増
殖および増大を抑制している。一方で、水利尿作用により尿量を増加させている。












表 1 各グループの検査値 
  Cont HCTZ Tol Tol+HCTZ 
n 10 10 10 12 
Urine sodium (mEq/L) 66.40±5.4 72.10±3.9 26.11±1.7 (*,† ) 38.08±2.6 (*,†) 
Urine potassium (mEq/L) 228.80±6.3 222.10±13.5 86.29±3.2 (*,† ) 130.61±12.7 (*,†,‡ ) 
Urine chloride (mEq/L) 80.5±6.3 93±5.5 28.33±1.2 (*,† ) 42.75±3.6 (*,†) 
Urine calcium (mg/dL) 8.34±0.5 4.24±0.3 4.06±0.2 (*,† ) 2.63±0.3 (*,†,‡ ) 
Urine creatinine (mg/dl) 85.04±2.7 76.88±3.6 30.69±1.6 (*,† ) 48.41±5.4 (*,†,‡ ) 
Total sodium excretion ( mEq/d) 1.10±5.4 1.37±3.9 1.24±1.7 1.16±2.6 
Total potassium excretion (mEq/d) 3.75±6.3 4.05±13.5 4.09±3.2 3.81±12.7 
Total chloride excretion (mEq/d) 1.33±6.3 1.76±5.5 1.35±1.2 1.27±3.6 
Total calcium excretion (mg/d) 1.39±0.5 0.76±0.3 (*) 1.95±0.2 (*,† ) 0.77±0.3 (*,‡ ) 
Creatinine clearance (ml/min) 2.69±0.15 3.13±0.11 3.44±0.19 (*,† ) 2.91±0.11 (*,‡ ) 
Plasma Ca (mg/dL) (b) 8.48±0.18 8.7±0.07 7.88±0.21 8.61±0.16 
Plasma Na (mg/dL) 148.83±0.75 148.17±0.7 145.75±2.75 147.38±0.63 
Plasma K (mg/dL) 8.42±0.21 7.53±0.27 8.65±0.59 8.39±0.24 
Plasma Cl (mg/dL) 94.17±0.31 93.33±0.49 91.5±1.85 93.5±0.5 
Plasma Creatinine (mg/dL) 0.32±0.02 0.32±0.02 0.31±0.02 0.28±0.02 
PRA (ng/mL/t)  3.53±0.65 3.53±0.67 1.68±0.34 4.38±0.96 (*,‡ ) 
Body weight (g) 468.25±5.6 461.58±5.1 464.46±6.1 466.55±4.8 
Systolic Blood Pressure (mmHg, §) 108.75±2.45 101.3±3.77 98.25±2.23 109.03±3.78 
平均±標準誤差（SEM）。 
*;P <0.05 vs Cont グループ、Tukey’s HSD test。 
†;P <0.05 vs HCTZ グループ、Tukey’s HSD test。 
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